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И З У Ч Е Н И Е С П О Р У Л Я Ц И И У НЕКОТОРЫХ ШТАММОВ 
CANDIDA И TORULOPSIS 
Я. О. Соом, Б. В. Симаров 
Многие представители аспорогенных д р о ж ж е й родов Candida к 
Torulopsis о б л а д а ю т свойствами, которые отсутствуют, к а к п р а в и л о , 
у обычно используемых для генетических исследований спорогенных 
форм. К таким признакам м о ж н о отнести диморфизм клеток (клеточно-
гифовый диморфизм) и способность использовать углеводороды. Сле­
дует т а к ж е отметить, что к аспорогенным относят д р о ж ж и , употребляе­
мые в микробиологической промышленности для получения кормовых 
белково-витаминных концентратов, — так н а з ы в а е м ы е «кормовые д р о ж ­
жи» . В связи с невозможностью проведения гибридологического анали­
за у аспорогенных д р о ж ж е й генетическая детерминация их признаков 
до сих пор не изучена, а следовательно, не р а з р а б о т а н ы и теоретиче­
ские основы селекции производственных форм д р о ж ж е й . В связи с этим 
встает вопрос о поиске у д р о ж ж е й , считающихся аспорогеЦными, поло­
вого процесса и о возможности их гибридизации. В настоящее время 
работы, посвященные исследованию этой проблемы, немногочисленны, 
а полученные результаты противоречивы. 
Ван дер В а л ь т (Walt , van der, 1967) о б н а р у ж и л смену дипло- и 
г а п л о ф а з у некоторых ш т а м м о в Candida albicans и Cryptococcus albi-
dus, но не использовал возможности гибридизации у изученных им 
форм. Виндиш (Windisch, 1940, 1952) установил наличие аскоспор у 
Candida pulcherrima и Pseudomonas (Candida) albomarginata. О д н а к о 
работы Виндиша были подвергнуты критике, на что у к а з ы в а ю т в своем 
обзоре Скиннер и Флетчер (Skinner a. Fletcher, 1960). Основные воз­
р а ж е н и я основывались на том, что при визуальном наблюдении за спо­
ры м о ж н о принять капли ж и р а , н а к а п л и в а е м ы е д р о ж ж е в ы м и клетками 
некоторых форм д р о ж ж е й . Виды д р о ж ж е й , с которыми р а б о т а л Вин­
диш, к а к раз х а р а к т е р и з о в а л и с ь этим свойством (Kockova-Kratochvilo-
va, Kutkova, 1961). 
Викерхэм и Бартон (Wickerham a. Burton, 1952, 1954) показали , 
возможность скрещивания у некоторых аспорогенных ш т а м м о в из родов 
Torulopsis и Candida. В результате смешивания двух ш т а м м о в Torulop­
sis sphaerica авторы выделили типичную спорогенную форму Zygosac-
charomyces lactis. При смешивании разных ш т а м м о в Candida с после­
дующей длительной инкубацией на споруляционной среде в некоторых 
случаях были обнаружены аски со спорами. Аски встречались крайне 
редко, и в дальнейшем их анализ не проводился . 
Следует отметить, что смешивание клеток двух разных шта А ммов и 
попытка индуцировать споруляцию в смешанной популяции является ' 
малоэффективным способом изучения возможности гибридизации. Ко-
110 
иуляди""""" активность исследуемых ш т а м м о в может оказаться весьма 
низкой, а при смешивании прототрофных штаммов образующиеся зиго­
ты не имеют, к а к правило, заметного селективного преимущества. 
Если учесть при этом, что д а л е к о не все диплоидные клетки спорули-
руют, то становится очевидным, что редко образующиеся аски могут 
S ускользать из поля зрения исследователей. Так, Викерхэмом (Wicker-
1 й,ат, 1952) было показано , что при скрещивании штаммов Hansenula 
разного географического происхождения образуются зиготы, которые 
либо спорулируют очень плохо, либо совсем не спорулируют. Обнару­
жение продуктов мейоза затруднено и тогда, когда споры после их об­
разования высвобождаются из аеков. В таком случае споры трудно 
отличить от вегетативных клеток, поскольку размеры последних могут 
сильно варьировать, 
Способность к споруляции является ключевым признаком при 
определении родовой принадлежности д р о ж ж е й . Тем не менее в рабо­
тах, посвященных изучению биологии и систематике дрожжей (Кудряв­
цев', 1954; Kockova-Kratochvilova, Kutkova, 1961; Phaff et al., 1966), 
подчеркивается значительная изменчивость этого признака и отме­
чается, что длительное поддерживание музейных культур на искусствен­
ных средах приводит к ослаблению их способности спорулировать. 
Вследствие этого становится возможным обнаружение спорообразова­
ния при изменении условий культивирования у музейных неспорули-
рующп.х штаммов. 
В заключение следует отметить, что мейоз и спорообразование — 
сложные процессы, находящиеся под контролем многих генов. Так, у 
Schizusacchurotnyces pombe мейоз контролируется по меньшей мере 
пятью генами, а процесс споруляции находится под контролем не ме­
нее чем 18 генов, причем одной мутации по любому из этих генов 
достаточно для того, чтобы мутант утратил способность образовывать 
споры (Bresch et al., 1968). 
Приведенные факты могут служить, по всей вероятности, доста­
точным основанием для поиска смены гапло- и диплофаз у видов 
дрожжей, считающихся аспорогенными. В связи с этим целью данной 
работы было изучение возможности образовывать споры различными 
штаммами д р о ж ж е й родов Candida и Toruiopsis. 
М а т е р и а л ы и м е т о д ы , В качестве исходного материала в 
настоящей работе использованы штаммы Candida и Toruiopsis, полу­
ченные нами из Всесоюзной коллекции микроорганизмов (ВКМ) и кол­
лекции В Н И И синтез белок. При работе с ними применялись сле­
дующие среды: 
1. Полная среда (Захаров , 1961): К 2 Н Р 0 4 - 2 г, M g S 0 4 - l г, 
{ N H 4 ) 2 S 0 4 — 1 г, глюкоза —20 г, дрожжевой а в т о л и з а т — 1 0 мл, а гар-
агар—20 г, дистиллированная вода — 1 л. 
2. Полная среда с. пептоном. В 1 л полной среды добавляется 20 г 
пептона. 
3. Минимальная среда. Отличается от полной среды отсутствием 
дрожжевого автолизата . Кроме того, она включает в свой состав биотин 
(2у/л), тиамин (200 у/л), р-аланин (500у/л). 
4. Среда с парафином — С А (состав среды, рекомендованный 
ВНИИ синтез, б е л о к ) : N H 4 H 2 P 0 4 — 2 г, . ( N H 4 b H P 0 4 - 0,5 г, M g S 0 4 — 
0,2 г, K2SO4 — 0,2 г, д р о ж ж е в о й автолизат — 1 мл, а гар-агар —25 г, 
дистиллированная вода — 1 л. П р и работе с этой средой парафин (гек-
садекан) стерилизуют отдельно. После разлива среды на крышки ча­
шек с внутренней стороны пинцетом помещают кружки фильтроваль­
ной бумаги и на них пипеткой наносят по 0,4—0,5 мл парафина . Приме­
нение такой методики позволяет д р о ж ж а м использовать летучие фрак-
Ш 
ции парафинов.- Иногда для выращивания ш т а м м о в в среду т а а и в 
става добавляли 2% глюкозы, а парафин исключали (среда 1;СГЩ i 
Дрожжевой автолизах может быть заменен набором микроэлеадпЗ 
и витаминов, которых в ряде случаев требуют «дикие» Щ 
дрожжей. „ > 1 
' 5. Преспоруляционная 'среда с высокой концентрацией гад J 
(Parker, 1967). Б 1 л дистиллированной воды содержится; глюкоза! 
100 г, дрожжевого автолизата — 8 г, пептона — 3 г, агар-агара-%Щ 
6. Преспоруляционная среда с высокой концентрацией хлоршУ 
натрия: NaCl — 50 г, глюкоза —2,5 г, ( N H 4 ) 2 S 0 4 —4,4 г, диствдУ 
О. i ТреШи^уЛИЦПипдал ^ J J V - M " - • r"-."vu иЩ 
(Parker, 1967). Б 1 л дистиллированной воды содержится; глктщ; 
100 г, дрожжевого автолизата — 8 г, пептона — 3 г, а гар -агара -
6. Преспоруляци " — ' — т — -ч 
нат'рия: NaCl —50 г, 
ванная вода — I л. \ 
7. Среда для споруляции с ацетатом натрия (Fowelf, 1951): ацщ! 
натрия — 10 г, КС1 —5 г, агар-агар —20 г. дистиллированная вода~Ц| 
8. Среда для споруляции с ацетатом калия (Parker, 1967): ацетат! 
калия — 10 г, глюкоза —0,05 г, дрожжевой л в г о л и з а т — 1 мл, дистш»! 
рованная вода — 1 л. ' 
В некоторых опытах использовалась минимальная среда без 
минов, а также среды, включающие этпоппн (0.02 М ) . 
Все штаммы, за исключением специальных случаев, инкубиром! 
лись при 30°. При использовании преспоруляцпгжних сред штамм! 
выращивали на них 24 часа, а затем переносили на среды для спорую) 
ции. Анализ споруляции проводился после (> суток инкубирован! 
штаммов на споруляционной среде. Для проведения тетрадного аналщ|I 
спекуляция диплоидных штаммов индуцировалась на среде с ацетата] 
натрия. Тетрадный анализ осуществлялся с помощью микроманипуи) 
тора ММ-1. | 
Обнаружение споруляции у некоторых штаммов, относимых 
к Candida и Torulopsias 
Для индукции споруляции мы использовали методы, обычно i 
меняемые для этой цели в работе с разными представителями сахари-1 
мицетов. При этом нужно отметить, что споруляцпонные среды, упо­
требляемые в нашей работе, обычно не используются при определен™ 
систематического положения дрожжей. В опытах по индукции cnopj-1 
ляции варьировали состав сред для предварительного культивирована! 
штаммов, состав споруляционной среды и температуру культивирова­
ния. Всего было изучено влияние 12 комбинаций указанных фактори! 
В качестве преспоруляционной среды использовалась либо обычна| 
полная среда, либо полная среда с пептоном. Кроме того, мы исполь-1 
зовали преспоруляционные среды, создающие повышенное осмотичесш! 
давление. Это либо среда, богатая глюкозой, либо среда с высот! | 
концентрацией'хлористого натрия. В качестве среды для споруляр 
использовалась среда, содержащая ацетат натрия, или среда, содержа­
щая ацетат калия. Большинство сахаромицетов лучше всего спору:,? 
руют при 30 . Однако известны формы, спорулирующие только пря I 
более низкой температуре (Wilson, 1959; Johnston, 1965). В связи 
| о » ] г 5 г Л И Х mK^6af^ штаммов была выбраны две температур» 
^ , С р е а д 5 0 й с с л е э д й в д и . штаммов Candida и Torulopsis были на* 
Й £ 7 й Л Ч 7 Г о г ^ var. major (syn. 
^ д а ^ Й ^ ^ Ш ^ ^ а ^ у л я д и о н н а я активность • быв | 
! ! W 7 ^ : . % W - Й й р у л я щ клеток набЯ)-. 
преспоруляционной среде с 10% глюкозы, а затем переносились наспеду 
с ацетатом калия. На рис. 1 представлен спекулирующий штамм Y-768 
Спорулирующие ш т а м м ы оказались этионинчувствительными и" бы­
ли неспособны использовать п а р а ф и н . Выделенные в результате прове­
денного тетрадного анализа моноспоровые клоны также "были этионин­
чувствительными и не использовали углеводороды. При вынесении их 
на ацетатную среду они спорулировали, что дало основание сделать 
вывод о гомоталличности ш т а м м о в Y-41 и Y-768. Д л я подтверждения 
этого один из моноспоровых клонов штамма Y-768 был подвергнут 
дальнейшему тетрадному анализу . Все моноспоровые клоны, выделен­
ные из него, оказались способными образовывать аски. Из' этого ж е 
клона было исследовано 10 двуспоровых асков для того, чтобы обна-
Рис. 1. Споруляция штамма Y-768. 
ружить возможные нарушения -мейоза. Однако среди данной выборки 
мутантов с нарушенным мейозом не оказалось: все моноспоровые кло­
ны на ацетатной среде спорулировали, образуя трех- и четырехспоро-
вые аски. Следовательно, образование двуспоровых асков в данном 
случае не детерминировано генетически; Д л я дальнейшей работы из 
штамма Y-768 нами был выделен этионинустойчивый мутант. В 6 ис­
следованных тетрадах н а б л ю д а л о с ь моногенное расщепление по этио-
нинчувствительности 2 : 2. В данном случае этионинустойчивость оказа­
лась доминантным признаком. Эти результаты д а л и основание считать, 
что мы имеем дело с истинным мейозом, а т а к ж е , что вегетативная ста-
3 Зак. 529 113 
дня изученного штамма диплоидна.* Р е з у л ь т а т ы тетрадного анализа' 
штаммов Y-41 и Y-768 приведены в таблице. 
Необходимо указать на высокую фертильность исследуемых вщ} 
мов. Так, во всех случаях жизнеспособность спор была близка к lpi 
Результаты тетрадного анализа штаммов Y-41 н Y-768 
Ш т а м м 
Колич. п р о ­
а н а л и з и р о в а н ­
ных 4 - с п о р о в и х 
а с к о в 
Ч и с л о а с к о в . д а в ш и х р а с щ е п ­
л е н и е п о э т и о н н н у с т о Я ч н в п с т и 
С п о с о б н о с т ь моношйавдГ 
клонов .. 
4 e t h s : 0 e t h r 2 e t h s : 2 i 4 l i r с п о р у л и р о в а т ь 
углгводорщ-
8 S 0 4-
Y-768 18 1Н 0 _!_ 
1 -6 () 0 + — Y-768-ethr** . . . . 6 0 fi — 
* Один из моноспоровых клонов, выделенный при приведении тетрадного ана­
лиза штамма Y-768;** этионинустойчиный мутант штамма Y-7tiK; eih s — чувствнтель-
ность к этионину; eth r — устойчивость к этноиииу: плюс — наличие данного признай; 
минус — отсутствие данного признака. 
Изучение прорастания спор и диплоидизации ш т а м м а Y-768 
Наряду с генетическим изучением споруляции нами было прова­
лено предварительное цитологическое исследование характера прора­
стания спор в асках и процесса диплоидизации у ш т а м м а Y-768. 
Наблюдение за прорастанием спор в асках выявило корреляцию 
между .временем прорастания спор и их количеством в аске. Раньше 
всего в полной жидкой среде начинали прорастать споры двуспоровых 
асков — через 1—1,5 часа. Первые проростки, формирующиеся из ш 
спор, копулировали между собой, образуя широкие копуляционные ка­
налы. В дальнейшем одна из стенок копуляционного канала выпяча-
вается, и образуется грушевидная «почка», которая превращается в 
типичную по внешнему виду вегетативную диплоидную клетку, Из 
каждого копуляционного канала, по всей видимости, образуется только 
одна такая «почка». От первичной вегетативной клетки отпочковывают­
ся дочерние вегетативные клетки, которые по морфологии не отличают­
ся от материнской. 
Прорастание трех- и четьгрехспоровых асков начинается несколько 
позднее. Обычно споры.в аске прорастали неодновременно. Одна или 
две споры образовывали проростки ранее остальных спор. Пророста 
имели вид малоконтрастных-крупных клеток. От них в свою очередь 
отпочковывались .такие ж е дочерние клетки, которые вместе с мате­
ринской клеткой-образовывали скопления клеток — « к о м к и » . Последую­
щая копуляция наблюдалась или среди клеток, составляющих «КОМОР, 
или между клетками «комка» и первым проростком аскоспоры, распо­
ложенным вблизи «комка» Н е исключена т а к ж е возможность автеда 
пловдзаида: клето& образующих '«комок». Ч а с т ь двуспоровых асков 
,йрора<гг^а(овловре%то с трех- и четырехспоровыми, с образованием 
таких ж е « к р к о в » 3 & ^ , ю к > р ы е были отмечены при прорастай 
еж- к ч ё ш 5 р й х с ж > р ^ ^ > й Ш . 
^ • ^ ^ S s r a t f t ^ i Я Y-768 -выделены ауксотрофные 
*,**1Ч8ЧЧ,>- образующие псевдомицелий. Пр» Р8-
йира^^е^аЧйбщвднэандя. Результаты этой паботи 
! " k S - , r " дагавди, у-4£ и Y-768, переданы во Всесо» 
.а. Й- Чфдрявяеву для окончательного опрь-
.Ма>..Ж.' 
В монографии Ф а ф ф а с соавт. (Phaff et al., 1966) отмечается, что 
г о М о т а л л и ч н ы х д р о ж ж е й в основном наблюдается автодиплоидизация, 
ппи которой первая «почка» у ж е является диплоидной. У изученного 
Нами штамма имеется , вероятно, кратковременная гаплоидная вегета­
тивная стадия. 
И з м е н ч и в о с т ь п р и з н а к а « с п о с о б н о с т ь с п о р у л и р о в а т ь » 
Необходимо отметить, что мы исследовали два образца ш т а м м а 
У-768, полученные в разное время из Всесоюзной коллекций микроор­
ганизмов. Будучи идентичными в отношении целого ряда признаков, 
они различаются по способности спорулировать . Первый образец, полу-
у 768-1 
Рис. 1, Изменчивость признака «способность 
спорулировать» у штамма Y-768. 
2 л ~ п — н а л и ч и е с м е н ы г а п л о н д н п . ю ф а з ; сп — м у т а п -
ш , т з л у ч е н н ы е с п о н т а н н о ; УФ — м у т а н т ы , и н д у ц и р о в а н ­
н ы е У Ф - л у ч а м и ; тиа — п о т р е б н о с т ь в т м а м л п е , 
ченный в 1965 г., спорулировал (в дальнейшем он обозначается 
Y-768-I), а второй образец , полученный в 1968 г., не спорулировал 
(в дальнейшем он обозначается Y-768-1I). Это наводит на мысль об 
изменчивости, связанной с утратой или приобретением данного призна­
ка. В связи с этим нами была предпринята попытка изучения возмож­
ных вариантов изменчивости по данному признаку. Результаты пред­
ставлены на рис. 2. Споруляция рассматривается как следствие редук­
ционного деления, т. е. меиоза . Что касается неспорулирующих форм, 
то нами показана только та степень плоидности, которую мы считали 
наиболее вероятной. Все отмеченные на схеме переходы показаны на 
примере по крайней мере трех мутантов. 
Взяв за основу музейную культуру Y-768-I, мы получили два типа 
мутантов, утративших способность спорулировать . Одни из них — 
прототрофны (идентичны Y-768-II ) , другие несли ауксотрофность — не­
полный блок в синтезе тиамина . Н а фоне данных мутантов были полу­
чены слаборастущие клоны с мелкими, слегка комкующимися клетками 
(характерными д л я гаплоидов у сахаромицетов ) . Это д а л о нам осно­
вание предполагать , ч т с м ы имеем дело с гаплоидными формами ш т а м ­
ма Y-768. 
На основе тиаминзависимых штаммов мы получили реверсы как 
спорулирующие (Y-768-I), т а к - и неспорулирую'щие (Y-768-II) . К р о м е 
того, были получены тиаминзависимые формы, способные к споруля­
ции. Эти спорулирующие тиаминзависимые ш т а м м ы могли переходить 
в р а з р я д прототрофных к а к спорулирующих (Y-768-I), так и неспору-
•тарующих (Y-768-II) . 
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Представленные д а н н ы е говорят о том, что система мейотического 
деления у изученного ш т а м м а и, возможно , у некоторых гомоталличных 
ш т а м м о в Candida и Torulopsis м о ж е т быть нестабильной, и, вероятно, 
требуется в р я д е случаев дополнительная селекция д л я того, чтобы 
стаб илиз ирова т ь этот признак . С другой стороны, открывается воз­
можность поиска мутантов , о б л а д а ю щ и х способностью спорулировать , 
среди аспорогенных ш т а м м о в . 
Авторы приносят благодарность С. Г. Инге-Вечтомову и К. В. Квит­
ко за всестороннюю помощь, оказанную в ходе выполнения этой работы. 
ВЫВОДЫ 
1. У двух ш т а м м о в из Всесоюзной коллекции микроорганизмов , 
Y-768 и Y-41 T ранее определенных к а к Torulopsis utilis var. major (syn. 
Candida utilis) и Candidaguilliermondii, о б н а р у ж е н а споруляция . 
2. П о к а з а н о наличие смены дипло- и г а п л о ф а з у этих ш т а м м о в . 
3. Установлено, что спорулирующие ш т а м м ы являются гомоталлич-
ными. 
4. Изучен х а р а к т е р прорастания аскоспор и диплоидизации у ш т а м ­
ма Torulopsis utilis Y-768. 
5. И с с л е д о в а н а изменчивость признака «спорообразование». 
у •' 
Summary 
Speculation ability was shown for two yeast strains (Y-768 and Y-41) from the 
All-Union Collection of Microorganisms. The strains have been identified previously as 
Torulopsis utilis var. major (syn. Candida utilis) and Candida guilliermondii respectively. 
The sporulation discovered was shown to present transition from diplo-to haplo-
phase. The either strains studied are homothallic. The process of ascospore germination 
and of diploidization was studied in the strain Y-768. 
Variation of the character "sporulation ability" has been analyzed. 
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